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Resumo 
 
A família Cyperacea está bem distribuída em todo o hemisfério, com pelo menos 
quinze espécies do género Cyperus descritas em Portugal. No que diz respeito à sua 
composição química, a diversidade em quinonas pode ser destacada. 
As quinonas são dicetonas derivadas de compostos aromáticos com dois grupos 
carbonilo na posição orto ou para num anel insaturado de seis carbonos. De acordo com a 
sua estrutura, as quinonas podem ser classificadas como benzoquinonas (anel benzénico), 
antraquinonas (anel antracénico) e naftoquinonas (anel naftalénico). 
Neste trabalho, foram estudadas algumas benzoquinonas isoladas do género 
Cyperus, nomeadamente a ciperaquinona, dihidrociperaquinona, tetrahidrociperaquinona, 
hidroxiciperaquinona e scabequinona em várias células cancerígenas humanas e uma linha 
celular não cancerígena. O seu efeito citotóxico foi estudado, bem como o seu potencial de 
inibição do proteossoma 20S enquanto estratégia de modulação da proteostase, assim como 
o seu efeito nas vias que interferem no funcionamento do retículo endoplasmático e 
homeostase do Ca2+. 
Com um IC50 de 1,12 μM foi a hidroxiciperaquinona que revelou ser a molécula mais 
promissora nos ensaios de inibição do proteossoma 20S, seguida da scabequinona com IC50 
de 1,57 μM. Estes compostos foram testados nas linhas celulares A549 (cancro do pulmão), 
AGS (adenocarcinoma gástrico) e MRC-5 (fibroblastos do pulmão). A hidroxiciperaquinona 
exibiu também a maior toxicidade com um IC50 baixo numa gama de valores entre 1,7 e 3,0 
μM. A menos tóxica foi a tetrahidrociperaquinona para todas as linhas celulares testadas. A 
linha celular mais suscetível a estas benzoquinonas foi a linha celular AGS. 
Considerando os nossos resultados, foi possível verificar que estas benzoquinonas 
podem influenciar o comportamento normal do retículo endoplasmático pela alteração da 
homeostase Ca2+. Por outro lado, e sendo a UPR responsável por regular os níveis de síntese 
de proteínas, apenas a ciperaquinona mostrou capacidade de ativar esta resposta à ativação 
de mecanismos de morte celular.  
Assim, com este trabalho, pretende-se revelar o potencial dos produtos naturais 
como novas fontes para desenvolver novos medicamentos contra o cancro. 
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Abstract 
 
The Cyperacea family is well distributed throughout the hemisphere, with at least 
fifteen species of the genus Cyperus being described in Portugal. In what regards their 
chemical composition, their diversity in quinones is to be highlighted.  
Quinones are diketones derived from aromatic compounds with two carbonyl 
groups in the orto or para positions an unsaturated ring of six carbons. According to their 
structure, quinones may be sorted as benzoquinones (benzene ring), anthraquinones 
(anthracene ring) and naphthoquinones (naphthalene ring).  
In this work, we used some benzoquinones and their derivatives found in Cyperus 
particularly cyperaquinone, dihydrocyperaquinone, tetrahydrocyperaquinone, 
hydroxycyperaquinone and scabequinone in several human cancer cells and a normal cell 
line. Its cytotoxic effect was studied, as well as its potential for 20S proteasome inhibition 
as a strategy for modulating proteostasis, as well as its effect on pathways that interfere with 
the function of the endoplasmic reticulum and calcium homeostasis. 
With an IC50 of 1.12 µM, hydroxycyperaquinone that revealed to be the most 
promising molecule in proteasome 20S assays followed the scabequinone with an IC 50 of 
1.57 µM. These compounds were tested in cell line A549 (lung cancer), AGS (gastric 
adenocarcinoma) and MRC-5 (lung fibroblasts). It is the hydrocyperaquinone that exhibit 
the major toxicity with a lower IC50 in a range of 1.7 and 3.0 µM and the less toxic is the 
tetrahydrocyperaquinone for all cells lines tested. The cell line more susceptible for these 
benzoquinones was AGS cell line. 
Considering our results, it was possible to verify that these benzoquinones can 
influence the normal behaviour of the endoplasmic reticulum by the alteration of Ca2+ 
homeostasis. In other hand, and UPR being responsible for regulating protein synthesis 
levels, only cyperaquinone show ability to activated this response leading to the activation 
of cell death mechanisms.  
Therefore, with this work, we pretend to reveal the potential of natural products as 
new sources for develop new cancer drugs.  
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1.1. Retículo Endoplasmático e vias de sinalização 
Olhando para a arquitetura da célula eucariotica, esta é constituída por diversos 
organelos celulares, os quais desempenham funções essenciais à vida. O núcleo encontra-
se rodeado por uma membrana dupla que toma a designação de envelope nuclear. A 
presença de poros nesta membrana permite a comunicação do núcleo com o citosol (1-3).  
A membrana nuclear externa é contígua à membrana do retículo endoplasmático 
(RE), estruturalmente definida como uma rede de sacos e tubos interligados de membrana 
que se estendem ao longo da célula (1-3). O RE é o principal organelo celular responsável 
pela síntese, conformação, modificação e entrega de proteínas nos seus locais de destino. 
Desempenha ainda um papel fundamental na síntese de lípidos e na homeostase do Ca2+ 
intracelular, sendo um dos mais importantes reservatórios deste catião, chegando os seus 
níveis a serem 500 vezes superiores aos encontrados no citoplasma (1-4). De forma a 
controlar o gradiente de Ca2+ na célula, o RE possui uma bomba retículo 
sarco/endoplasmático Ca2+-ATPase (SERCA), considerada uma das mais importantes 
ATPases da célula (5-8). 
Proteínas com destino marcado para o complexo de Golgi, assim como proteínas 
marcadas para a superfície da célula são transportadas por vesículas de transporte de 
organelo para organelo e, nalguns casos, a partir do organelo para a membrana plasmática 
ou para o exterior da célula. Do citosol para o RE são transferidos dois tipos de proteínas: 
proteínas solúveis em água, que são transferidas completamente através da membrana do 
RE e libertadas para dentro do seu lúmen, e proteínas transmembranares que são apenas 
parcialmente transferidas através da membrana do RE e incorporadas (2). 
Ao contrário das proteínas que entram no núcleo, mitocôndrias, cloroplastos, e 
peroxissomas, a maioria das proteínas que entra no RE começa a ser inserida através da 
membrana do RE antes de a cadeia polipeptídica estar completamente sintetizada. Este 
processo requer que o ribossoma sintetize a proteína ligada à membrana do RE. Assim, são 
formadas zonas que tomam a designação de retículo endoplasmático rugoso (RER) uma vez 
que, quando visualizadas ao microscópio eletrónico, apresentam uma aparência rugosa (2-
4). Proteínas de membrana sintetizadas recentemente permanecem associadas à membrana 
do RER, enquanto as proteínas que vão ser segregadas acumulam-se no lúmen do RE. O 
RER é particularmente abundante em células especializadas que produzem uma grande 
quantidade de proteínas específicas para serem segregadas. São exemplos os linfócitos, para 
produzirem anticorpos; as células pancreáticas para sintetizarem enzimas digestivas; e as 
células das ilhotas de Langerhans que produzem os polipéptidos glucagon e insulina. Nestas 
células secretoras, uma grande parte do citosol é preenchido com RER e vesículas secretoras 
(3).                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                   
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As regiões do RE sem ribossomas denominam-se de retículo endoplasmático liso 
(REL). Na maioria das células o REL é pouco abundante; no entanto, aparece em elevada 
quantidade e bastante desenvolvido nos hepatócitos. Este é o local de síntese de hormonas 
nas células das glândulas suprarrenais (2, 3). É ainda responsável pela síntese de ácidos 
gordos e fosfolípidos, sequestro de Ca2+ do citosol, libertação e recaptação de Ca2+ do RE, 
processos envolvidos na resposta rápida a diversos sinais extracelulares (2, 3). 
As enzimas no REL do fígado podem também modificar ou desintoxicar 
quimicamente substâncias tais como, o álcool, pesticidas e carcinogéneos, ao convertê-los 
em produtos conjugados hidrofílicos mais facilmente eliminados pelo organismo. Assim, 
altas doses destas substâncias levam a uma grande proliferação do REL nas células 
hepáticas (3).  
Perturbações no funcionamento do RE, como o stress oxidativo ou privação de 
glucose, podem levar à acumulação de proteínas com uma conformação incorreta, total ou 
parcial, da sua cadeia polipeptídica. A acumulação destas proteínas no lúmen do RE leva a 
uma resposta de emergência, a UPR (unfolded protein response). Esta resposta visa 
restabelecer a função normal do RE, uma vez que a acumulação destas proteínas leva a um 
estado de stress do organelo e, consequentemente, da célula, podendo levar a apoptose e 
autofagia (9-11). A desregulação da homeostase pode estar associada ao stress oxidativo, 
hiperglicemia, resposta inflamatória, exposição a produtos químicos e privação de Ca2+. A 
perda da homeostase celular leva à agregação e enrolamento incorreto de proteínas no 
interior do lúmen do RE, causando stress e levando à ativação da UPR (9-15).  
A UPR é responsável por regular os níveis de síntese de proteínas. Através desta 
resposta é encontrado um equilíbrio entre a síntese e a degradação proteica, de forma a 
prevenir a ocorrência de uma sobrecarga da célula (16, 17). Quando ativada, a UPR tem a 
função de direcionar as proteínas com conformação incorreta para os chaperones, com o 
intuito de sofrerem um redobramento e adquirirem a conformação correta. Por outro lado, 
estas proteínas podem alternativamente ativar a via de degradação de proteínas associadas 
ao RE, ERAD (endoplasmic reticulum-associated protein degradation) (fig.1). Desta 
forma, as proteínas serão sujeitas a uma retrotranslocação do RE para o citosol, onde irão 
sofrer degradação por parte do proteossoma 26S  (15, 18, 19) . 
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Figura 1 – Vias de sinalização celular envolvidas no stress reticular. Adaptado de (20). 
 
No RE existem três sensores de stress que, quando ativados, são capazes de 
desencadear a UPR: enzima que requer inositol (IRE-1α), cinase PERK (PKR-like 
endoplasmic reticulum kinase) e fator de transcrição ativador 6 (ATF6) (10, 12, 13, 17). 
O IRE-1α é uma cinase e uma endonuclease de RNA, tendo, assim, atividade 
enzimática dupla. Esta cinase mantém a homeostase do RE através do processamento do 
mRNA que codifica a proteína de ligação X-box 1 (XBP-1). O IRE1α ativa a expressão da 
proteína XBP-1 por excisão de uma sequência de 26 nucleótidos a partir da perda do intrão 
XBP-1 mRNA (XBP-1u) e criando o fator de transcrição XBP-1s (13, 17). XBP-1s é um fator 
de transcrição que induz a transcrição de um conjunto de genes para alargar a capacidade 
de folding do RE. Desta forma, promove o retrotransporte de proteínas com conformação 
incorreta pelo ERAD e a síntese de fosfolípidos e assim, a sobrevivência da célula (21). No 
entanto, é pela via RIDD (regulated IRE1-dependent decay) que o IRE1α promove a 
degradação de mRNAs. O IRE1α codifica primeiro as proteínas sinalizadas para o RE para 
reduzir o influxo de proteínas durante o stress do RE (17).  
A PERK é a primeira cinase cuja atividade é aumentada em caso de stress no RE e 
aquela que fosforila o eIF2α (eukaryotic initiation factor 2α). Esta cinase faz descer os 
níveis da tradução do mRNA na síntese proteica e ativa o ATF4 (13, 22, 23). 
O ATF6 é transferido para o complexo de Golgi, onde é clivado, tornando-se num 
fator de transcrição ativo (ATF6α). No complexo de Golgi duas enzimas (SP1 e SP2) clivam 
o ATF6α para libertar um fragmento da proteína. Este fragmento é então transferido para 
o núcleo para aumentar a produção da maquinaria necessária para o folding das proteínas 
no RE (13, 24, 25). 
O stress prolongado no RE induz a apoptose, através da proteína de ligação CHOP 
(CCAAT/enhancer binding protein). A CHOP aumenta a expressão do ATF4 (10, 26), que 
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tem um papel importante na restauração da homeostase, estimulando a síntese de 
CHOP/GADD34, uma subunidade reguladora de um complexo específico de fosfatases do 
eIF2α (27, 28).   
As caspases têm também um papel bastante relevante na manutenção da 
homeostase da célula, fazendo parte da maquinaria apoptótica. Estas proteases de cisteína 
clivam proteínas depois do resíduo de ácido aspártico e desempenham um papel importante 
quer na inflamação quer na apoptose. De acordo com a sua função podem ser divididas em 
dois grupos: as caspases -1, -5, e -11 que estão envolvidas na inflamação, enquanto que as 
caspases -2, -3,-4, -6, -7, -8, -9, -10 e -12 são consideradas caspases apoptóticas (29, 30) 
(fig.2). 
 
 
Figura 2  – Vias extrínseca e intrínseca de apoptose e respetiva associação com as caspases. Adaptado 
de (31). 
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1.2. Proteossoma 
O proteossoma 26S encontra-se localizado no citoplasma e no núcleo das células 
eucarióticas, sendo formado por duas subunidades: uma reguladora (subunidade 19S) e 
uma outra catalítica (subunidade 20S) (32-35) (fig.3). No entanto, embora esteja presente 
em todas as células eucarióticas, existem muitos subtipos desta holoenzima, alguns 
constitutivos e outros que são específicos do tecido a que pertencem (35). O proteossoma 
26S apresenta uma estrutura tridimensional em forma de barril, sendo formada cada 
subunidade por 14 subunidades homólogas cada. Estas 14 subunidades dispõem-se em 2 
anéis de 7 subunidades que se empilham. Assim, como forma uma estrutura parecida a um 
barril torna o proteossoma um complexo enzimático multicatalítico (32-34). Os 
componentes dos dois anéis localizados nas extremidades dos barris (subunidade 19S) 
tomam a designação de subunidades α os dois anéis centrais pertencentes à subunidade 20S 
são designadas de subunidades β (33). 
 
 
Figura 3 - Representação esquemática da constituição do proteossoma 26S. Adaptado de (35). 
 
A subunidade catalítica 20S possui um peso molecular de 700Kd. É formada por três 
locais ativos distintos e associados a subunidades β diferentes, correspondendo a β5 a 
atividade do tipo quimiotripsina, a β2 a atividade do tipo tripsina e a β1 a atividade do tipo 
caspase (32, 34, 35). No proteossoma 20S as proteínas são desdobradas e clivadas em 
peptídeos pequenos (35). Ligado a ambas as extremidades do núcleo do proteossoma 20S 
encontra-se o proteossoma 19S, formando assim o proteossoma 26S (33). 
A subunidade reguladora 19S é um complexo proteico também de 700Kd. É 
composto por 19 subunidades que controlam o acesso ao interior da subunidade 20S, 
regulam a degradação dependente de ubiquitina e são responsáveis por reconhecer 
substratos poliubiquitinados e desubiquitinados (33, 34). Nesta subunidade, as proteínas 
ubiquitinadas são desdobradas num processo dependente de ATP. No entanto, a proteólise 
que ocorre no núcleo deste complexo enzimático apenas é possível após este 
desdobramento. Assim, podemos referir que a seletividade do processo de degradação de 
proteínas não depende apenas da ubiquitinação, mas também da estrutura física do 
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proteossoma 26S, que é assim construído de modo a que somente proteínas direcionadas 
entrem no núcleo catalítico e contactem com seus locais proteolíticos (35). 
Como referido anteriormente, as subunidades 19S e 20S constituem o proteossoma 
26S, formando assim um complexo enzimático considerado como sendo a maior via não 
lisossomal de degradação de proteínas em células eucarióticas (32). Esta maquinaria 
proteolítica está envolvida na degradação de proteínas sem a sua conformação 
tridimensional e com uma conformação incorreta (32, 36). São assim regulados diversos 
processos celulares como a apoptose, transdução de sinal, ciclo celular, diferenciação 
celular, mitose e inflamação (32, 37).  
Diversas doenças, incluindo cancro e doenças neurodegenerativas, estão 
intimamente conectadas com a atividade do proteossoma, tornando-o deste um importante 
alvo farmacológico (38).  
No que diz respeito às células tumorais, o proteossoma tem como função assegurar 
a sua sobrevivência, sendo responsável, pela promoção da proliferação celular e pela 
proteção da célula tumoral contra a apoptose (32). De forma a atingir a imortalidade, as 
células tumorais trocam uma eficiente replicação do ADN por uma mais rápida 
aumentando, consequentemente, as mutações genómicas. Assim, as células passam a 
acumular grandes quantidades de proteínas com uma conformação tridimensional 
incorreta, podendo levar à morte da célula. De forma a contornar este processo este 
problema, as células tumorais aumentam a expressão do proteossoma para eliminar as 
proteínas com uma conformação tridimensional incorreta e assim sobreviverem (38).  
Uma das funções da subunidade reguladora 19S é a remoção de ubiquitina da 
proteína alvo antes de entrar na subunidade 20S. Se esta desubiquitinação não ocorrer ou 
for bloqueada, a proteína em questão não poderá ser destruída uma vez que, proteínas 
ubiquitinadas não passam pelo canal estreito desta subunidade, não chegando ao centro 
catalítico. Deste modo, a inibição da desubiquitinação torna-se também um importante alvo 
farmacológico no que diz respeito a interferências na atividade do proteossoma (38). 
 
1.3. Produtos Naturais 
O conhecimento adquirido quer da medicina tradicional, quer da investigação 
científica, tem evidenciado o potencial dos produtos naturais, principalmente dos 
provenientes de plantas, como fontes de novos compostos com atividade biológica. Os 
compostos obtidos de produtos naturais têm vindo a ganhar ênfase nos últimos anos, 
servindo como base ao desenvolvimento de novos fármacos para o tratamento de diversas 
doenças, como o cancro (39-42). 
A grande diversidade de estruturas que podemos encontrar nos produtos naturais 
tem vindo a chamar à atenção dos investigadores do ponto de vista químico e biológico. 
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Estes compostos apresentam grande complexidade estérica e uma estrutura tridimensional 
bem definida. Estas características conferem-lhes inúmeras vantagens em termos de 
seletividade e eficiência para alvos biológicos (43, 44). 
Um número notável de novas entidades químicas tem vindo a ser isolado a partir de 
fontes marinhas nas últimas décadas. No entanto, são as fontes terrestres, como as plantas 
e os microrganismos, que continuam a fornecer um número significativo de novos fármacos 
(45, 46). 
 
1.3.1. Cyperaceae e seus metabolitos 
A família Cyperaceae encontra-se distribuída por todo o mundo. No entanto, a 
utilização das diferentes espécies em cada região é feita consoante os costumes, crenças e 
religião locais. Assim, as plantas desta família botânica podem ser usadas para diferentes 
fins medicinais, como o tratamento de doenças do estômago e cardíacas, úlceras da pele, 
como diurético e galactogénico (47-50). Em Portugal estão descritas pelo menos quinze 
espécies do género Cyperus (47). 
Diversas moléculas presentes no género Cyperus estão descritas como tendo efeitos 
medicinais (51). Entre essas moléculas estão presentes quinonas (47, 52), flavonoides (47, 
53) e sesquiterpenos (47, 54). 
No que diz respeito à composição química, destaca-se a diversidade de quinonas. As 
quinonas são dicetonas derivadas de compostos aromáticos, com dois grupos carbonilo nas 
posições orto ou para num anel insaturado de seis carbonos. Podem-se dividir em 
benzoquinonas, antraquinonas e naftoquinonas, consoante o sistema aromático presente 
(55) (fig.4). 
 
 
Figura 4 – Representação geral dos diferentes tipos de quinonas. 
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Este trabalho pretende clarificar os mecanismos celulares subjacentes à toxicidade 
provocada por cinco benzoquinonas (ciperaquinona, hidroxiciperaquinona, 
dihidrociperaquinona, tetrahidrociperaquinona e scabequinona) isoladas de Cyperus spp., 
em linhas celulares do adenocarcinoma gástrico (AGS), cancro do pulmão (A549) e 
fibroblastos do pulmão (MRC-5). 
Assim, os principais objetivos deste trabalho foram: 
• Estudar o efeito na viabilidade e na integridade da membrana celular; 
• Avaliar as modificações morfológicas celulares provocadas pela exposição a 
estas benzoquinonas; 
• Determinar o envolvimento das caspases na morte celular; 
• Determinar as alterações nos níveis de cálcio intracelular derivadas da 
exposição a estes compostos; 
• Perceber se ocorre ativação da UPR como resposta ao stress reticular; 
• Avaliar a capacidade destas quinonas para inibir o centro catalítico do 
proteossoma 26S. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3. Material e Métodos 
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3.1. Extração das benzoquinonas 
A extração destas benzoquinonas foi realizada num trabalho anterior por Maria 
Moreira em 1990. O material vegetal foi sujeito a uma extração por éter de petróleo seguida 
de clorofórmio. A purificação do extrato obtido foi realizada por cromatografia preparativa 
em camada fina tendo sido determinado o ponto de fusão. Para elucidação estrutural foram 
analisados os espetros obtidos por espetrometria de ultravioleta-visível, de infravermelho, 
de massa, e de ressonância magnética nuclear protónica (47).  
 
3.2. Cultura celular 
As células foram descongeladas em 45 mL de meio de cultura DMEM/F-12 
(1:1)(1x)+GlutaMAxTM-1 para A549, MEN(1x)+GlutaMAxTM-1 para MRC-5 e 
DMEN(1x)+GlutaMAxTM-1 (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) para AGS, ambos da 
Gilbco) enriquecido com 1% de penicilina/estreptomicina e 10% de FBS (sore fetal de 
bovino) a 37ºC. Depois de uma centrifugação a 210 g por 5 minutos, o sobrenadante foi 
rejeitado e o depósito foi ressuspendido em 15 mL de meio a 37ºC. Para se proceder a uma 
cultura 2D foi colocado num frasco de 300 mL um volume de suspensão celular adequado 
ao crescimento pretendido, juntamente com 15 mL de meio de cultura. As condições 
descritas foram adaptadas de da Silva, et al., 2017 (56) e dePereira, et al.,2014 (57). 
 
3.3. Viabilidade celular 
3.3.1. MTT 
Após obtenção de cerca 80% de confluência da caixa, o meio foi rejeitado e a caixa 
lavada duas vezes com 8 mL de HBSS (Hank’s balanced salt solution) adquirido na Gilbco. 
Posteriormente, colocou-se 2,5 mL de Tripsina a 0,25% e levou-se o frasco para a estufa a 
37 ºC e 5% CO2, durante 5 minutos. De seguida adicionou-se 5 mL de meio e todo o volume 
da caixa foi recolhido e centrifugado a 1300 rpm durante 3 minutos, a 37ºC. O sobrenadante 
foi rejeitado e o depósito ressuspendido em 4 mL de meio.  
Num eppendorf foram colocados 90 µL de azul de tripano e 10 µL da suspensão 
celular. Foi preenchida uma câmara de Neubauer com esta solução para se proceder à 
contagem do número de células presentes na suspensão celular.  
Após 24 horas foram preparadas diluições sucessivas do composto a testar, usando, 
no máximo, 0,5% de DMSO. O meio de cada poço foi aspirado e foram colocados 100 µL de 
cada diluição do composto em triplicado como descrito anteriormente (56-58). 
O ensaio de redução de MTT (brometo de 3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-
difeniltetrazólio) tem sido amplamente usado para quantificar a viabilidade celular (59). 
Este tipo de ensaios baseia-se no potencial metabólico, aferindo-se, neste caso, a atividade 
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enzimática mitocondrial das células (fig.5)(60). As células com metabolismo ativo 
convertem o MTT em formazano, com cor púrpura e um máximo de absorção próximo de 
570 nm. Quando as células morrem, estas perdem a capacidade de converter o MTT e assim, 
a formação de cor serve como um indicador da viabilidade celular (59). 
 
 
Figura 5 - Redução mitocondrial do MTT a formazano. 
 
O substrato MTT foi preparado numa solução com o meio e adicionado às células 
em cultura de cada poço depois da remoção do composto a testar, numa proporção de 1:10. 
Foi feita uma incubação durante 2 horas, a 37ºC, após a qual a solução de MTT foi removida. 
O formazano formado foi dissolvido em 200 µL de uma mistura de DMSO:isopropanol (3:1). 
Posteriormente mediu-se absorvência a 570 nm, utilizando um leitor de microplacas 
Thermo ScientificTM MultiskanTM GO (59). 
 
3.3.2. LDH 
De forma a estimar o potencial tóxico das benzoquinonas foi realizado o ensaio de 
libertação da lactato desidrogenase (LDH). Os efeitos citotóxicos do composto são 
associados à integridade da membrana celular e, assim, a saída de substâncias intracelulares 
para o meio serve como indicador dessa integridade. A LDH é uma enzima marcadora do 
citosol e frequentemente usada para estimar a integridade da membrana celular (fig.6) (60). 
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Figura 6 – Representação esquemática da redução de NADH a NAD+ pela enzima LDH com formação 
de lactato. 
 
Foram retirados 20 µL da solução presente em cada poço para uma nova placa de 96 
poços ao final das 24 horas de incubação do composto a testar como descrito anteriormente 
por Pereira, et al., 2015 e da Silva, et al.,2017 (56, 61). Foram adicionados 25 µL de uma 
solução de piruvato e 230 µL de uma solução de NADH, ambas na concentração de 
3mg/20mL. Estas duas soluções foram preparadas em tampão fosfato com pH de 7,4 e foi 
usado o Triton X-100 a 1% como controlo positivo. A integridade da membrana celular foi 
aferida pela absorvência registada a 340nm num leitor de microplacas Thermo ScientificTM 
MultiskanTM GO.  
 
3.4. Morfologia Celular 
A linha celular AGS foi cultivada durante 24 horas em placas de 6 poços numa 
densidade de 50 000 células por poço, com a inclusão de uma lamela no fundo do poço 
antes da suspensão celular. As células foram colocadas em contacto com as benzoquinonas 
na concentração do IC50 determinado no ensaio de MTT. Após 24 horas de incubação as 
células foram lavadas com HBSS e colocadas no gelo com 500 µL de metanol, durante 30 
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minutos. Decorrido este período, as lamelas foram lavadas com HBSS e água e adicionou-
se uma solução de corante de Giemsa (1:10), por 20 minutos, à temperatura ambiente. Por 
fim, as lamelas foram novamente lavadas com água e deixadas a secar (58, 62).  
 
3.5. Espécies reativas de oxigénio  
As células AGS foram cultivadas em placas pretas de 96 poços, com uma densidade 
de 15 000 células por poço. Decorrido um ciclo de crescimento das células, o meio foi 
removido e adicionaram-se 100 µL de uma solução de meio com as benzoquinonas nas 
concentrações em que o ensaio da LDH não foi positivo e o do MTT mostrou não serem 
tóxicas. Após 8 horas de incubação com as benzoquinonas lavou-se com HBSS por 30 
minutos e adicionou-se uma solução de DCDHF-DA (25 µM) durante 45 minutos. A 
produção de espécies reativas de oxigénio (EROs) intracelular foi quantificada usando um 
leitor de placas Cytation 3 Biotek (Ex:490 nm e Em: 520 nm) (58). A estaurosporina foi 
usada como controlo positivo nas concentrações de 0,120, 0,250 e 0,500 µM. 
 
3.6. Caspases 
3.6.1. Caspase -3/-7 
As células AGS foram cultivadas em placas brancas de 96 poços, com uma densidade 
celular de 15 000 células por poço. Após adesão as células foram tratadas com as 
benzoquinonas durante 8 h, nas concentrações em que o ensaio da LDH foi negativo. Após 
esta incubação foram retirados 70 µL de sobrenadante, ficando na placa 40 µL de 
sobrenadante, aos quais se adicionaram 40µL de uma mistura de tampão e substrato do kit 
Caspase-Glo®. Procedeu-se à incubação durante 30 minutos, para permitir a lise das 
células e clivagem do substrato da caspase-3/7, de forma a criar um sinal luminescente 
produzido pela luciferase (56, 62). As células expostas a estaurosporina (500nM) foram 
usadas como controlo positivo.   
 
3.6.2. Caspase -4 
As células AGS foram cultivadas em placas pretas de 96 poços com uma densidade 
celular de 15 000 células por poço. Após adesão as células foram tratadas com as 
benzoquinonas durante 8 h, nas concentrações em que o ensaio da LDH foi negativo. Após 
este período retirou-se o sobrenadante e adicionou-se o substrato de caspase 4 a 50 µM. Foi 
feita uma incubação durante 150 minutos a 37 °C, seguida da determinação da fluorescência 
num leitor de placas Cytation™ 3 Biotek (Ex:400 nm e Em: 505 nm) (58). O ácido palmítico 
foi usado como controlo positivo na concentração de 1 mM. 
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3.6.3. Caspase -9 
As células AGS foram cultivadas em placas de 6 poços (240 000 células por poço). 
Depois de 24 horas, as células foram incubadas com as benzoquinonas durante 8 h, nas 
concentrações em que o ensaio da LDH foi negativo. Terminado o tempo de incubação foi 
retirado o meio e as células lavadas com HBSS com posterior tripsinização e centrifugação 
a 1300 rpm durante 3 minutos. Posteriormente, adicionou-se o tampão de lise (25 mM 
HEPES, 5 mM EDTA, 1 mM EGTA, 5 mM MgCl2 e 5 mM DTT, pH 7,4) durante 30 minutos 
no gelo e voltou-se a centrifugar a 14 500 rpm por 15 minutos a 4°C (58). No fim da 
centrifugação o sobrenadante foi removido e o teor de proteína foi quantificado pelo método 
Bradford (63). 
De forma a avaliar a atividade da caspase, alíquotas com 25 µg de proteína foram 
adicionadas ao tampão de reação (25 mM HEPES, 0,1% CHAPS, 10% sucrose e 5 mM DTT 
pH 7,4). A reação teve início com a adição do substrato da caspase-9 (50µM) e 2 horas 
depois de incubação a 37°C foi determinada a fluorescência num leitor de placas Cytation™ 
3 Biotek (Ex: 405 nm e Em: 535 nm)(58). 
 
3.7. Doseamento do Ca2+ 
Tal como descrito para o ensaio da avaliação da produção de EROs, a linha celular 
AGS foi cultivada em placas de 96 poços pretas com uma densidade de 15 000 células por 
poço. Decorrido um ciclo de crescimento de 24horas, o meio foi aspirado e adicionou-se 100 
µL da sonda fluorescente Fura-2/AM a 5 µM, com a qual foi incubado durante uma hora. 
Posteriormente procedeu-se à incubação das benzoquinonas por uma hora e o Ca2+ foi 
determinado usando um leitor de placas Cytation 3 Imaging reader (Biotek) (Ex:340 nm e 
Em: 505 nm / Ex:380 nm e Em: 505 nm) (56). 
 
3.8. Inibidores de vias da UPR 
3.8.1. Salubrinal e 4µ8C 
À semelhança dos ensaios anteriores, a linha celular AGS foi cultivada em placas de 
96 poços numa densidade de 15 000 células por poço. Decorridas 24 horas de crescimento, 
o meio foi aspirado e 100 µL foram colocados num poço, aos quais se juntaram 100 µL de 
uma solução de 4µ8C a 5 µM, 100 µL de uma solução de salubrinal a 40 µM e 2 µL de uma 
solução da bezoquinona em estudo, numa concentração 50 vezes superior à do IC50 obtido 
no ensaio de MTT. Após 8 horas de incubação realizou-se o ensaio de MTT descrito 
anteriormente (56). O salubrinal é um inibidor seletivo caracterizado por desfosforilar o 
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eIF2α, ou seja, inibidor da PERK enquanto que, 4µ8C é um inibidor da ribonuclease IRE1α 
sendo assim considerados indutores de stress reticular (64, 65). 
3.9. Proteossoma 20S 
O ensaio do proteossoma 20S foi efetuado numa placa negra de 96 poços onde foram 
adicionados 50 µL de uma série de diluições sucessivas das benzoquinonas. Como controlo 
positivo foi usada a lactacistina na concentração de 10 e 20µM, um inibidor de referência 
do proteossoma 20S.  
Em cada poço foram ainda adicionados 25 µL de 70 ng de proteossoma 20S humano 
purificado e 25 µL de uma sonda fluorescente N-Succinil-Leu-Leu-Val-Tir-7-Amido-4-
metilcoumarina, numa concentração final de 40 µM (ambos adquiridos à Enzo). A placa foi 
posteriormente incubada a 37 ºC durante 2 horas, ao abrigo da luz. Decorrido este período, 
a fluorescência foi determinada num leitor de microplacas CytationTM 3 (BioTek), a 380 nm 
(excitação) e a 460 nm (emissão) (56). No caso do proteossoma 20S estar funcional é 
emitida fluorescência pela quebra do péptido AMC, como se encontra representado na 
figura 7. 
 
 
Figura 7 -Representação esquemática do ensaio utilizando o Proteossoma 20S 
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Neste trabalho, foram usadas as linhas celulares A549, AGS e MRC-5. A linha celular 
A549 é constituída por células do cancro do pulmão com várias caraterísticas interessantes 
no que diz respeito à administração de fármacos. Destas características, podemos salientar 
a grande área de absorção, a vasculatura extensa e a baixa atividade enzimática extracelular 
e intracelular que permite uma absorção praticamente instantânea do fármaco na corrente 
sanguínea (66). No entanto, a linha celular MRC-5 é formada por fibroblastos do pulmão, 
uma linha celular não cancerígena (67). A linha celular AGS é formada por células do 
adenocarcinoma gástrico e, uma vez que, a via de administração de fármacos predominante 
é a via oral, confere ao estômago um papel relevante como um modelo a ter em conta na 
administração de fármacos (68).   
Desta forma, foi avaliada a citotoxicidade, as alterações na morfologia celular, 
indução de stress reticular e ainda mecanismos apoptóticos induzidos por cinco 
benzoquinonas isoladas do género Cyperus nestas linhas celulares. Com o intuito de 
perceber o potencial destas quinonas como novos alvos terapêuticos para o cancro foi 
avaliada também a inibição do proteossoma 20S e do proteossoma 26S, uma vez que está 
envolvido na regulação da síntese/degradação de proteínas. Pretende-se assim, fazer uma 
relação estrutura/atividade das benzoquinonas isoladas de Cyperus spp.  
 
4.1. Viabilidade Celular 
Como referido anteriormente, a citotoxicidade foi avaliada em três linhas celulares.  
Para a linha celular A549, a benzoquinona que apresentou maior toxicidade foi a 
hidroxiciperaquinona, com um IC50 de 2,98 µM, seguida da ciperaquinona (IC50 de 11,31 
µM). As restantes três quinonas estudadas apresentaram reduzida citotoxicidade, na ordem 
dos 50 µM (tabela 1). Todas as quinonas apresentaram LDH positiva nas concentrações 
mais elevadas, ou seja, ocorreu libertação de LDH para o citosol por rutura da membrana 
evidenciando necrose, com exceção da ciperaquinona (fig. 8). Uma vez que, a ciperaquinona 
não mostrou provocar a saída de LDH para o citosol para nenhuma das concentrações 
testadas, a toxicidade que esta molécula mostra parece assim, não estar relacionada com 
processos que levem à necrose da célula e, consequentemente, à libertação de LDH para o 
exterior da célula por rotura da membrana celular. 
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Figura 8 – Efeito das benzoquinonas na viabilidade (A) e integridade da membrana celular (B) na linha 
celular A549. As células (densidade: 1 x104) foram incubadas com as diferentes concentrações das 
benzoquinonas a 37°C, durante 24 horas. Os dados representam a média ± desvio padrão da média de cinco 
concentrações, em triplicado. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001 comparado com o respetivo 
controlo.  
(A) (B) 
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A linha celular referente ao adenocarcinoma gástrico pareceu ser mais suscetível às 
benzoquinonas testadas, uma vez que os IC50 de todas as moléculas foram mais baixos 
comparativamente aos obtidos com a linha celular anterior (tabela 1). 
A hidroxiciperaquinona continua a ser a molécula mais tóxica. É a 
dihidrociperaquinona que apresenta maior redução do valor do IC50 comparando com a 
linha celular A549. Contrariamente ao que acontecia nas células do cancro do pulmão, 
apenas a ciperaquinona e a dihidrociperaquinona apresentam LDH positiva nas 
concentrações mais elevadas, evidenciando a possível correlação da citotoxicidade 
provocada com a ocorrência de necrose da célula (fig.9). 
 
Tabela 1 - Citotoxicidade (IC50) e inibição do proteossoma 20S (IC50) das benzoquinonas estudadas 
neste trabalho 
IC50 (µM) IC50 (µM) 
Benzoquinonas A549 AGS MRC-5 20S 
Ciperaquinona 11 ,31 2,93 8,7 0 >50 
Hidroxiciperaquinona 2,98 1 ,69 1 ,58 1 ,12 
Dihidrociperaquinona 45,28 16,81  >50 1 ,94 
Tetrahidrociperaquinona >50 >50 >50 13,77 
Scabequinona 46,62 27 ,38 28,69 1 ,57  
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Figura 9 - Efeito das benzoquinonas na viabilidade (A) e integridade da membrana celular (B) na linha 
celular AGS. As células (densidade: 1 ,5x104) foram incubadas com as diferentes concentrações das 
benzoquinonas a 37°C, durante 24 horas. Os dados representam a média ± desvio padrão da média de cinco 
concentrações, em triplicado. *p<0.05, **p<0.01, ***p< 0.001, ****p<0.0001 comparado com o respetivo 
controlo.  
(A) (B) 
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De forma a perceber se as benzoquinonas testadas poderiam ser mais tóxicas para 
células cancerígenas do que para células normais, foi testada a viabilidade e a integridade 
da membrana da linha celular MRC-5. Os resultados mostraram que apenas a 
dihidrociperaquinona apresentou um IC50 maior quando comparado com a linha celular 
AGS, ou seja, é menos tóxica para a linha celular não-cancerígena. As restantes 
benzoquinonas exibiram IC50 na mesma gama de valores das linhas celulares cancerígenas 
(fig.10). A hidroxiciperaquinona continua a ser a mais tóxica. No então, relativamente à 
integridade da membrana apenas a hidroxiciperaquinona e a ciperaquinona mostraram  
provocar rutura da mesma nas concentrações mais elevadas. 
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Figura 10 - Efeito das benzoquinonas na viabilidade na linha celular MRC-5. As células (densidade: 
2x104) foram incubadas com as diferentes concentrações das benzoquinonas a 37°C, durante 24 horas. Os dados 
representam a média ± desv io padrão da média de cinco concentrações, em triplicado. *p<0.05, **p<0.01, 
***p<0.001, ****p<0.0001 comparado com o respetivo controlo.  
(A) (B) 
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4.2. Morfologia celular 
Com o intuito de perceber os mecanismos relacionados com a toxicidade 
evidenciada nos resultados anteriores, foi analisada a morfologia da célula da linha celular 
AGS com 24 horas de exposição à ciperaquinona e à hidroxiciperaquinona nas 
concentrações do IC50. Foram escolhidas estas duas benzoquinonas para este ensaio uma 
vez que foram as duas que apresentaram maior toxicidade nesta linha celular. Comparando 
a morfologia da célula com o controlo, foi possível observar condensação da cromatina com 
redução do tamanho da célula e ainda a formação de corpos apoptóticos com ambos os 
compostos (fig.11). Esta alteração na morfologia da célula provocada pela exposição a estas 
benzoquinonas sugerem que a toxicidade apresentada tem por base a mecanismos que 
levam à ocorrência de apoptose programada (58).  
 
 
Figura 11 – Avaliação da alteração na morfologia celular em AGS pela incubação com ciperaquinona e 
hidroxiciperaquinona na concentração do IC50 por 24 horas de incubação com a coloração Giemsa com 40x de 
ampliação (setas a vermelho: fragmentação nuclear; preto: condensação da cromatina). 
 
4.3. Formação de EROs 
Como referido anteriormente, a produção de EROs pela célula é indicativo de stress 
no seu interior (69). Foram avaliados os níveis de produção de EROs provocados pela 
exposição às benzoquinonas estudadas neste trabalho na linha celular AGS, usando a 
estaurosporina como controlo positivo.  
De acordo com os dados obtidos, apenas a dihidrociperaquinona e a 
hidroxiciperaquinona levaram a um aumento da produção de EROs comparativamente ao 
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controlo. A dihidrociperaquinona mostrou ser um potente indutor de EROs, uma vez que 
levou a um aumento de aproximadamente 500% da sua produção (fig.12).  
 
 
Figura 12 - Efeito das benzoquinonas na produção de EROs na linha celular AGS. As células (1,5x104) 
foram incubadas nas concentrações mais altas de LDH negativo das benzoquinonas (A) e staurosporina (B – 
controlo positivo) a 37°C, durante 8 horas. Os dados representam a média ± desvio padrão da média de cada 
concentração estudada e em triplicado. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001 comparado com o 
respetivo controlo. 
 
4.4. Caspases 
4.4.1. Caspase 3/7 
Tendo em conta a redução de viabilidade e alterações na morfologia celular 
provocadas pelas benzoquinonas, foram desta forma considerados mecanismos de morte 
celular programada, em particular a apoptose dependente de caspases. Assim, foi avaliada 
a atividade de caspases específicas após tratamento com as benzoquinonas.  
Através dos resultados obtidos podemos verificar que, a incubação com 
tetrahidrociperaquinona resultou no aumento da atividade de caspase-3/7, 
comparativamente com o controlo. A estaurosporina a 500 nM foi utilizada como controlo 
positivo (56). Desta forma, temos evidências da ocorrência de um mecanismo de morte 
celular por apoptose através da via intrínseca (fig.13). 
 
 
Figura 13 - Efeito das benzoquinonas na ativação das caspases 3/7 na linha celular AGS. As células 
(1 ,5x104) foram incubadas nas concentrações mais altas de LDH negativo das benzoquinonas (A) e 
(A) (B) 
(A) (B) 
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staurosporina (B – controlo positivo) a 37°C, durante 8 horas. Os dados representam a média ± desvio padrão 
da média de cada concentração estudada e em triplicado. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001 
comparado com a respetiva benzoquinona.  
 
4.4.2. Caspase 4 
A caspase-4 é uma caspase residente do RE e está associada à ativação da caspase-3 
quando ocorre apoptose associada ao RE, para além de ser uma caspase que está envolvida 
em processos de inflamação (58, 70). Assim, como tivemos ativação da caspase-3 pela 
exposição às benzoquinona, foi testada a capacidade de estes compostos ativarem a caspase-
4 e a anterior ativação ocorrer como consequência desta. 
Pelos resultados obtidos, parece existir ativação da caspase-4 na presença da 
tetrahidrociperaquinona e da scabequinona. A tetrahidrociperaquinona anteriormente 
também mostrou ativar a caspase-3 (fig.14). Como controlo positivo foi utilizado o ácido 
palmítico, ativador da caspase-3 (71) por ativação prévia da caspase-4, como mostram os 
resultados obtidos. 
 
 
 Figura 14 - Efeito das benzoquinonas na ativação da caspase 4 da célula na linha celular AGS. 
As células (1,5x104) foram incubadas nas concentrações mais altas de LDH negativo das benzoquinonas (A) e 
ácido palmítico (B – controlo positivo) a 37°C, durante 8 horas. Os dados representam a média ± desvio padrão 
da média de cada concentração estudada e em triplicado. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001 
comparado com o controlo. 
 
4.4.3. Caspase 9 
A caspase-9 é também uma das caspases classificadas como apoptóticas, tal como a 
caspase-3. Quando a célula recebe um estímulo apoptótico pode ocorrer a despolarização 
da membrana da mitocôndria e consequente rutura da mesma, que levará à saída do 
citocromo c para o citosol. No citosol o citocromo c vai levar à ativação do apoptossoma que, 
uma vez ativo induz a ativação da caspase-9. A caspase-3 pode ser também ativada por esta 
caspase, dando inicio à ativação das caspases em cascata e aos processos apoptóticos. Assim, 
a caspase-9 é considerada ativadora e a caspase-3 como sendo executora (72).  
(A) (B) 
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A estaurosporina foi utilizada como controlo positivo e nenhuma das benzoquinonas 
nas concentrações testadas mostrou ativar esta caspase (fig.15). 
 
 
Figura 15 - Efeito das benzoquinonas na ativação da caspase 9 na linha celular AGS. As células (1,5x104) 
foram incubadas nas concentrações mais altas de LDH negativo das benzoquinonas (A) e estaurosporina (B – 
controlo positivo) a 37°C, durante 8 horas. Os dados representam a média ± desvio padrão da média de cada 
concentração estudada e em triplicado. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001 comparado com o 
controlo. 
 
4.5. Doseamento do Ca2+ 
As concentrações de Ca2+ no citosol são controladas para que se mantenham em 
valores na ordem do nanomolar, uma vez que concentrações elevadas deste catião são 
tóxicas e podendo ainda levar à morte da célula (56). A sinalização do Ca2+ tem vindo a ser 
utilizada para mediar processos celulares críticos que levem à tumorogénese, à formação de 
metástases, a alterações no ciclo celular e à ocorrência de apoptose (73). A tapsigargina foi 
utilizada como controlo positivo, uma vez que está descrita a sua capacidade de 
esvaziamento das reservas de cálcio intracelular, pela inibição da SERCA. 
Segundo os resultados obtidos, depois de a linha celular sofrer uma exposição às 
benzoquinonas por uma hora, foram registadas alterações nos níveis de cálcio para todas os 
compostos, com exceção da tetrahidrociperaquinona (fig.16). Podemos ainda observar que 
os compostos que apresentaram aumento deste catião parecem ser mais potentes do que o 
controlo positivo. Desta forma podemos colocar a hipótese de que o RE poderá estar 
(A) (B) 
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envolvido no mecanismo de ação destas benzoquinonas, uma vez que, é o principal local de 
armazenamento de Ca2+ na célula como referido anteriormente.  
 
 
Figura 16 - Efeito das benzoquinonas na libertação de Ca 2+ da célula na linha celular AGS. As células 
(1 ,5x104) foram incubadas nas concentrações mais altas de LDH negativo das benzoquinonas (A) e tapsigargina 
(B – controlo positivo) a 37°C durante 8 horas. Os dados representam a média ± desvio padrão da média de 
cada concentração estudada e em triplicado. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001 comparado com o 
controlo. 
 
4.6. Inibidores de vias da UPR 
4.6.1. 4µ8C e Salubrinal  
Face aos resultados obtidos na alteração dos níveis de Ca2+ provocados pelas 
benzoquinonas testadas, colocou-se a hipótese de haver envolvimento do RE, motivo pelo 
qual foram estudadas as vias de sinalização deste organelo. Este organelo celular é o maior 
local de armazenamento de Ca2+ e, como se encontra descrito na bibliografia, 4µ8C e 
salubrinal são dois compostos que inibem vias específicas de controlo de qualidade de 
proteínas no RE com indução de stress neste organelo celular (64, 65). Estas vias podem 
assim estar associadas aos resultados obtidos na alteração dos níveis de Ca 2+. 4µ8C é 
caracterizado por bloquear a ribonuclease IRE1α ao quebrar a sua lisina e por uma inibição 
não competitiva (64, 74). Este composto tem ainda a capacidade de inibir o splicing do XBP-
1 e a atividade do RIDD. O salubrinal vai atuar nas fosfatases que vão atuar sobre o eIF2α, 
aumentando a sua desfosforilação e consequente inibição da PERK. Este aumento da 
fosforilação do eIF2α irá levar a um decréscimo na quantidade de proteínas a que vão 
adquirir a sua conformação correta no RE e assim, há uma acumulação de proteínas com 
uma conformação incorreta dentro do RE levando a stress reticular (65, 75).  
Nenhuma das benzoquinonas estudadas parece reverter o efeito do inibidor 4µ8C, 
que se verificaria por um aumento da viabilidade celular na presença do inibidor com a 
benzoquinona comparativamente com apenas a benzoquinona (fig.17). Face a estes 
resultados, podemos inferir que, aparentemente, as benzoquinonas em estudo não parecem 
atuar pela via do IRE1α e não provocam alteração dos níveis de cálcio por inibição desta 
(A) (B) 
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ribonuclease.  No entanto, parecem existir diferenças significativas quando é usado o 
inibidor salubrinal com a ciperaquinona do que apenas a quinona, observando-se um 
aumento da viabilidade celular, e uma redução na presença do inibidor com a 
hidroxiciperaquinona (fig.18). Com a co-incubação da ciperaquinona na presença do 
inibidor salubrinal podemos dizer que a toxicidade provocada por esta benzoquinona 
envolve a ativação da via PERK/eIF2α e, consequentemente, a ativação da via da UPR, uma 
vez que parece existir uma resposta contra a toxicidade. Por outro lado, a 
hidroxiciperaquinona na presença deste inibidor parece aumentar a toxicidade e assim não 
ativar as vias referidas anteriormente. 
 
Figura 17 - Efeito das benzoquinonas na presença do inibidor 4µ8C na linha celular AGS. As células 
(1 ,5x104) foram incubadas nas concentrações mais altas de LDH negativo das benzoquinonas a 37°C, durante 8 
horas. Os dados representam a média ± desvio padrão da média de cada concentração estudada e em triplicado. 
*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001 comparado com a respetiva benzoquinona . 
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Figura 18 - Efeito das benzoquinonas na presença do inibidor  salubrinal na linha celular AGS. As células 
(1 ,5x104) foram incubadas nas concentrações mais altas de LDH negativo das benzoquinonas a 37°C, durante 8 
horas. Os dados representam a média ± desvio padrão da média de cada concentração estudada e em triplicado. 
*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001 comparado com a respetiva benzoquinona. 
 
4.7. Proteossoma 20S 
Com o intuito de avaliar o potencial destas benzoquinonas como novos inibidores 
do proteossoma, nomeadamente do proteossoma 20S, a subunidade catalítica do 
proteossoma 26S foi exposta aos compostos estudados neste trabalho. A lactacistina foi 
usada como controlo positivo neste ensaio, uma vez que é descrita na bibliografia como 
inibidor de referência do proteossoma (1, 56, 76, 77). 
À semelhança dos resultados anteriores, é a hidroxiciperaquinona que apresenta 
maior capacidade de inibição desta subunidade, com um IC50 de 1,694 µM (tabela 1). A 
scabequinona é a segunda benzoquinona mais potente, seguida da dihidrociperaquinona. 
As benzoquinonas que apresentaram menor potencial de inibição da subunidade catalítica 
do proteossoma 26S foram a ciperaquinona e a tetrahidrociperaquinona (fig. 19). 
Tendo em conta que neste ensaio apenas temos a subunidade catalítica do 
proteossoma 26S, a estrutura tridimensional da benzoquinona deve ser tida em 
consideração. Assim, a inserção de um grupo hidroxilo no isopropilo, a remoção de uma 
ligação dupla e a presença de um furano parecem favorecer a interação com o local ativo 
desta subunidade catalítica (fig20). 
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Figura 1 9 -Efeito das benzoquinonas na atividade da subunidade catalítica do proteossoma 26S 
(proteossoma 20S). As benzoquinonas foram incubadas juntamente com o proteossoma 20S e o péptido AMC 
37 °C, durante 2 horas. Os dados representam a média ± desvio padrão da média de cinco concentrações e em 
triplicado. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001 comparado com o respetivo controlo. A lactacistina 
foi usada como controlo positivo. 
 
A toxicidade provocada pela hidroxiciperaquinona nas linhas celulares estudadas 
pode estar relacionada com a inibição do proteossoma, indução de EROs e inibição da PERK 
apresentada por este composto. Com a inibição do proteossoma, a eliminação de proteínas 
com uma conformação incorreta deixa de ocorrer, levando à sua acumulação no interior da 
célula. Esta acumulação excessiva de proteínas com uma conformação incorreta leva ao 
aumento da produção de EROs e, consequentemente, a stress no interior da célula. No 
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entanto, este composto parece também aumentar o efeito do inibidor salubrinal (inibidor 
da PERK), inativando a UPR e assim inibindo o redireccionamento das proteínas com uma 
conformação incorreta para os chaperones e para o proteossoma. Olhando ainda para as 
diferenças estruturais entre as cinco benzoquinonas estudadas, a presença de um grupo 
hidroxilo nesta molécula parece ser favorável ao desenvolvimento de novos fármacos 
podendo ter como alvo a inibição do proteossoma (fig20).  
 
 
Figura 20 - Estruturas químicas das benzoquinonas estudadas com a evidência das diferenças entre 
elas. 
 
Apesar de a ciperaquinona apresentar maior toxicidade do que a 
dihidrociperaquinona, esta benzoquinona apresenta um IC50 relativamente baixo na linha 
celular AGS (16,8 µM) e é a segunda mais potente no que diz respeito à inibição do 
proteossoma 20S. É ainda a molécula que levou a maior produção de EROs. Este aumento 
excessivo na produção de EROs e, consequentemente, da sua toxicidade, pode ter como 
ponto de partida a inibição do proteossoma. Comparativamente à ciperaquinona, do ponto 
de vista estrutural, a remoção de uma ligação dupla parece que lhe conferiu melhores 
potencialidades (fig.20).  
Face aos resultados obtidos, a scabequinona que estruturalmente representa a 
inserção de um furano na molécula da ciperaquinona, poderá também ter potencial para o 
desenvolvimento de um novo quimioterápico (fig.20). Esta benzoquinona revelou ser tóxica 
e inibidora do proteossoma 20S em concentrações na ordem dos 30 µM. No entanto, esta 
molécula tem a capacidade de reduzir a produção de EROs em comparação com o grupo 
controlo. A homeostase celular tem em conta também os níveis de EROs dentro da célula. 
Níveis de EROs quer elevados ou baixos vão alterar a homeostase da célula e 
consequentemente a indução de stress celular, desencadeando a ativação de vias 
apoptóticas e, por fim, morte celular. 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
5. Conclusão 
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Neste trabalho foi possível concluir que os mecanismos subjacentes à morte celular 
provocada pelas benzoquinonas estudadas é maioritariamente independente das caspases. 
No entanto, foi possível verificar que influenciam o funcionamento do retículo 
endoplasmático pela alteração da homeostase e ativação da UPR, com indução da 
fosforilação de eIF2α. 
Estas benzoquinonas mostraram ainda potencialidade na inativação da via do 
proteossoma e no controlo de qualidade de proteínas. 
Assim, podemos afirmar que a natureza é uma vez mais uma fonte promissora de 
compostos com potencial de serem usados no desenvolvimento de novos fármacos com 
potencial quimioterápico.  
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